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論 文 内 容 要 旨
最近 の10年 間 で、牛 にお い て、卵 胞 内卵子 を体 外 で成熟 培 養(IV選)し 、
体 外受精(IVF)お よび体 外 培養(IVC)に よって産 子 を作 出す る ことが可 能
となった 。 この よ うな技 術 は、基 礎技 術 と して双子 生産 お よ び ク ロー ン
動物 や遺伝 子 導入 動物 の 作 出な どに応 用 されて いる。
本研 究 で取 り扱 った豚 で 、牛 と同様 に屠 場 由来 の卵 巣 か ら卵 胞 内卵 子
を用 い、1鞭とIVFに よ って産子 が得 られ た例 が報 告 され て いる。 しか し、
IVF後 の受精 率 および 発生 率 が牛 と比べ て著 しく低 く、信頼 性 の 高 い技
術 が得 られ て いな い。一 方 、体 内成 熟卵子 をIVFし た場合 、 その 後 の発
生率 が良 好 であ る こ とが報 告 され て いる。 した が って 、豚 にお いて 、受
精率 と発 生率 が著 し く低 い原 因 はIVFよ りもIWに 問題 が あ る と考 え られ
る。
豚卵 胞 内卵 子 の体外 培養 は、1965年 にEdwardsに よ って初 め て試 み ら
れ て以 来 、IVHに 要す る時 間やIVMに 用 い られ る培地 な どの条件 につ いて
研究 が進 め られ て きた。主 に 、牛 での方 法 を参 考 に して改 良 が行 わ れ て
きたが、豚 卵 子 の体外 培養 条 件 を確 立す るた め には、成 熟 過程 での生 理
的特性 を解 明す る必要 が あ る と思 われ る。 これ まで、IWの 指 標 と して
核相 の変 化 、す なわ ち卵 核胞 期(GV期)か ら第二 成熟 分裂 中期(囎 期)ま で
の成熟 変化 を中心 に研 究 が行 わ れ てきた 。最近 、卵 子 が成 熟過 程 で核 の
減数分 裂 の進 行 に伴 いその後 の受精 と発 生 に必 要 な様 々 な タ ンパ ク質 を
合成 して いる こ とが報 告 された 。 この よ うな 、 タ ンパ ク質 の 発現 を中心
とした細胞 質 内 で起 こ って いる成 熟 変化 の研究 は 、豚 に お いて ほ とん ど
解 明され て いな い。
以上 の背 景 か ら、本 研究 で は豚 卵胞 内卵 子 の体 外培 養 条 件 にお け る成
熟過程 を解 析 す る こと を 目的 と した 。 まず、成熟 過程 での核 相 の 変化 に
っいて、培 地 、培 養時 間 お よび 各種添 加物 の影響 の点 か ら核 の成熟 分裂
を詳細 に調 べ た。 次 に、細 胞 質 内 の変 化、すな わち細胞 質成 熟 に つ いて、
成熟過程 で合成 され る タ ンパ ク質 を解 析 し、特 に成熟 過程 で重 要 な役割




(1)核 相 の経時 的変化
培養 開始 か ら48時 間 までの核相 の経時的変 化 につ いて、6時 間間隔で調べた。
そ の結果(Fig.1)、o-12時 間 まで は卵核 胞崩 壊(GVBD)は 起 こ らず、ほ とん どの卵
子 がGV期 の核 相で あった(93.9一 ヱ00駕)。18-24時 間で は多数 の卵子 が阻期であった
(30.2-73.5毘)。30時 間 でA1-T1期 の卵子 が多 く見 られた(35.7%)。 阻期 の卵子は30
時間で現 われ(28.6%)、42時 間以降高 い割合 であった(75.8-80.9%)。 以上の結果、



























TC阻99、KRBお よび豚卵胞 液の無機塩類組 成 に基 づ いて調整 した艶dium-Hに つ
いて検討 した。 その結 果(Table1)、42時 間 の培 養で核 の成熟率 に三者間で:有意 .
な差 は見 られなか った。 しか し、48時 間 では、TCM99、KRBお よび陀dium-Hで そ
れぞれ 、80.0%、62.9%お よび76.0%で あ り、TC阻99とKRBと の間 に有 意差が見 られ
た(P〈0,05)。 この結 果、単純 合成培 地 のMedium』 を豚 卵胞 内卵 子 の体外培養培
地 と して用 いるこ とに よ り核 の成 熟が十分 に進 行 レ、TCM199と 同等 の成熟率が得,











































(3)各 種添 加物(性 ホルモ ン ・血 清成 分 ・イ ンス リン)の 影響
成熟培地 に、性 ホルモ ン、FCS、BSA、PVAお よび イ ンス リンを添 加 し核の成熟 に対
す る影 響 を検討 した。その結果 、性 ホルモ ン添加 区 と無添加 区 との間で成熟率 に
有意 な差が見 られ た(P〈0.05)。 また、無添加 区 では38.4%がGV期 の ままで核の成
熟分裂 が進 行 して いなか6た 。 この こ とか ら、性 ホルモ ンが核 の成熟分裂 に有効
である ことが明 らか とな った。 また 、GVBDに も有効で ある ことが示唆 された。
FCS、BSAお よびPVAの 影響 を比較 した結果(Table2)、FCS添 加区 とBSA添 加区で
は同等の高 い成熟 率が得 られ 、豚 卵胞 内卵 子 のIVMに よる核 の成 熟 に必ず しもFCS
を添加す る必要 がな いこ とが 明 らか とな った 。 しか し、合成 高分子 であるPVA添
加区で は核 の成 熟率が低 く、血清 由来の成分 が必要 である こ とが示唆 された。
インス リン添加 区では、無 添加 区に比べ て培 養30お よび36時 間で有意に高 い核
の成 熟率 を示 し(P〈0.05)、 イ ンス リンが減数 分裂 の進行 を促進す る ことが明らか
とな った。血 清添加培地 と比 較 した場合 、培養30時 間 以降差が 見 られなかった こ





















(1)IVF条 件 の検 討
豚卵子 のIVFに つ いて、精子 の前培 養時間 および媒精 時の カフ ェイ ン濃度 につ
いて検 討 した 。精 子 の前培養 時間 を2お よび4時 間 とし、受精率 および発生率 を調
べ たが、有意 な差 は見 られなか った。媒精時 の カフェ イ ン濃度 を2、4お よび10囲
として媒精 後 の発生率 を検 討 した。 その結果 、濃度 の増 加 に伴 い発生率は有意 に
低下 した(P〈0.05)。 これ らの結果、精子 の前培 養時間 を2時 間 と して カフェイン添
加濃度 を2副 とす るIVFの 条件 で、受精 および発生が得 られ る こ とがわか った。
(2)成 熟培養時間の影響
成熟培養時間を36お よび42時 間 とし、受精能および発生能 に対する成熟培養時
間の影響つ いて検討 した。その結果、雌性前核形成率 および雄性前核形成率は42
時間区で有意に高い値を示 した(P〈0.05)。 しか し、発生率は両者の間に有意な差
は見られなかった。
(3)成 熟培 地 の影響
成 熟培地 にTCH199と 頚edium-Hを 用 い、体 外受精後 の受精 能 および発生能 を比
較検 討 した。そ の結果(Table3お よびTable4)、 雌性前核 形成率 、雄性前核形成
率 お よび 発生率 はTCM199区 で有意 に高 い値 であった(P〈0.05)。 これ らの結果、核
の成 熟率 に両者間 で違 いがな かったも のの 、成熟培 地 の違 いが受 精能 および発生
能 に影響す る ことが 明 らか とな った。
(4)成 熟培地 に おけるイ ンス リン、必須 ア ミノ酸 お よび非必 須 ア ミノ酸 の影響
Hedium-Hに イ ンス リン、必須 ア ミノ酸 および非必須 ア ミノ酸 を添加 した培 地
で卵 子 を成熟 培養 し、体 外受精後 の受精 能お よび発生能 を検 討 した。その結果、


















































3.成 熟過程 における、付活化 を指標 とした細胞質成熟
(1)付 活 化誘起 方法の検 討
豚 卵子 の付活 化 を誘起す る方法 につ いて、、エ タノール 、酸 お よび電 気刺激処理
'を行 い検討 した
。そ の結果(Table5)、 エ タ ノール お よび酸処理 で はほ とん どの
卵子が付活化 されな かった。一方 、電気刺激処理 で は150V/㎜ 、30μsec。X2の パル
ス条件 で93.2%の 卵 子で付活化 が誘起 された。以上 、豚卵子 の付活化誘起方法 と































(2)成 熟 時間 の影 響
成熟培 養24、30、36、42お よび48時 間 で、電 気刺激 によ り付活化 誘起処理 を行
い、付活化 にお け る成熟培 養時間 の影響 を検 討 した。 その結 果、培 養24お よび30
時間 で付活化 した卵子 はほ とん どなか った。培養36お よび42時 間 の付活化率はそ
れ ぞれ67.嬬 お よび93.端 で、培養時 間の経過 に伴 い有意 に上 昇 した(P〈0.05)。 一
方、培養48時 間 で56.7%と42時 聞 での成績 と比べ て有意 に低下 した(P〈0.05)。 こ
の ことか ら、卵子 の細胞 質成 熟 は、培 養36時 間 か ら急激 に変化 し、培養42時 間で
轡定 の レベ ルに達 す るこ とが明 らか とな った。
(3)培 養培 地の影響
TCH199+FCS、TCM199+BSA、KRB+FCSお よびKRB+BSAの 四種類 の培 地 を用 い、細胞
質成熟 におけ る培養培 地 の影 響 を検 討 した。 その結果(Table6)、TCM199+FCS区
が他 の区に比べ て有意 に高 い付活化 率であ った(P〈0.05)。 この ことか ら、細胞質






























4.成 熟過程 にお ける タンパ ク質 発現
(!)減 数分裂 の進行 とタンパ ク質合成.
タ ンパ ク質合成阻害剤 であ るcycloheximideを 用 い、減数 分裂進 行 とタンパク
質合成 の関係 を検討 した。その結果(Table7)、GVBD、 特 に核 膜 の消失 にタンパ
ク質合成 が必 要で ある ことがわ か った。 さ らに、皿期 か らM2期 への移行に新たな
タンパ ク質合成 が必要 である ことが明 らか とな った。 また、麗期 に達 した卵子で
は阻害剤 を添 加 しても卵子 の前核形成 は見 られなか ったが、A1-T1期 でタンパク
質合成阻害 によ って前核形成 が見 られた。以上 、A1-T1期 、すな わち培養24-30時


















(2)成 熟過程 にお ける タンパ ク質合成
合成 タ ンパ ク質 を〔35S〕methionineで 標識 し、成熟 過程 にお ける タンパ ク質合
成 パ タ「 ンの変化 を培 養後48時 間 まで6時 間間隔 で調 べた。 その結果(Fig.2)、 成
熟培 養0-18時 間 にかけて27、47、49お よび70kDaに 相 当す るタ ンパ ク質 の合成が
見 られた が、それ以後 の成熟過程 で は認め られなか った。培 養24時 間以降では25
お よび63kDaの タンパ ク質 が特異的 に合成 され る ことがわか った。一 方、39お よ






















マ ウス琶os抗体 を用 い、成 熟過程 にお けるc-mosタ ンパ ク質 の発現 を免疫組織化
学的 に解 析 した。 ホールマ ウン ト法 でPAP法 に よ り直接卵 子 中の恥sを 検 出 した結
果、マ ウスお よび豚卵 子 で反応 が認め られ、琶osの検 出が可能 であることがわか
った。続 いて、Gv期 、醜 期 およびlvF卵 子 で恥sの 検 出を行 った結果(Fig.3)、 豚
で はGV期 とM2期 にMosが 存在 して いる ことが明 らか にな った。 また 、体外受精後







































































以上 、本研究 で明 らか に した 、豚卵 胞 内卵子 の体 外培養 条件 における成熟過程
につ いて列挙す ると、
①体 外培養条件 において、豚卵胞 内卵子 は無血 清の単純組 成培地 で核 の減数 分
裂 が麗 期 まで進 行 し、培 養時 間 と して42時 間を要 す る。
②成 熟培 養後 の受精能 お よび 発生能 は培養培地 に よって著 しく影響 される。
③細胞 質成熟 は培 養培地 によって著 しく影響 され、培養42時 間 で一定 の レベル
に達 す る。
④減数 分裂 の進 行 にはGVBDと 阻期 か らH2期 へ の移行 で タ ンパ ク質 の合成が必要
であ る。
⑤A1-Tユ 期 で合成 され る高分子因子 が雌 期 での分裂停止 に関与 して いる。
⑥豚卵胞 内卵子 にお いてc-mos遺 伝子 産物 がGV期 と囎期 に存在 し、受精後減少
す る。
で ある(Fig.4)。 これ らの成 果 は、豚卵胞 内卵子 の生理 的特性 に新 たな知見を加









































































論 文 審 査 の 要 旨
本論文は豚の屠場卵巣内卵胞卵子の体外培養系での成熟に関 し核と細胞質の成熟過程が他の哺
乳動物種 と比べ生理化学的に特性のあることを明示 し,豚 卵母細胞の体外成熟培養法を確立する
ために必須で基本的な生理的要因を明らかにした。
豚の卵母細胞は牛,羊 などの卵母細胞 と比べて体外培養がきわめて困難であり,そ の要因が殆
ど解析されていない。そこで本研究はまず培養条件について,核 成熟を指標 として至適培養時間
培地,無 血清培地を用い,そ れに種々の生理活性物質の影響を検討 した。 どの培養液用いても核





受精能,前 核形成率が有意に差があった。(第2章 一2)前 章まで核の成熟率は80%で あるが発生
能は低率であった要因を,付 活化を指標 として検討 した結果,付 活化率は成熟培養時間,培 地組
成に依存することを明らかにした(第3章 一1)更 に細胞質成熟に関し,蛋 白質合成能との関係
を解析 し,GVBD期 からM2期 ぺの移行にそれぞれ27,47KDと25と63KDの 蛋白質が関与して
いることを明らかにした。また,成 熟過程におけるc-mos遺 伝子産物が豚卵子ではGV期 からM
2期 までの間に存在 しており,受 精後に減少することを確認し,c-mos発 現の時期との関係を明
らかにした(第3章 一2)
以上の研究業績は屠場由来卵母細胞の体外成熟,培 養系での豚卵子の生理的特性を明確にし,
科学的に新知見を加えたもので将来の発生工学的手法の確立における基礎 として利用 され る。
よって博士(農 学)の 学位を授与されるに充分な資格があるものと判定された。
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